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論文内容要旨
 1.序章
 動物の色彩,と聞いて我々がまずイメージするものは,極楽鳥の荘厳さや,アゲハチョウの美しさ,
 ヤドクガエルの毒々しさ,といった,「体色のイメージ」である。もちろん動物が持つ体色パターンは,
 誘引,擬態,危険信号,威嚇といった重要な役割を担っている。しかし,体色パターンがもたらす重要
 性以外にも色というのは,視覚,聴覚にはじまり,紫外線防御や体温調節といった役割を果たしている。
 動物,特に脊椎動物においてこのように重要な色を作り出すシステムは,色素細胞と呼ばれる特殊に分
 化した細胞集団が担っている。そしてこの色素細胞の精密な発生システムがパターンを生み出し,視覚
 を与え,太陽からの強烈なエネルギー波から身を護ってくれるのである。
 色素細胞は特異な細胞である。そして,色素細胞の発生メカニズムには,一つの遺伝子が大きく関わ
 っている。その遺伝子は色素細胞誕生の鍵となる遺伝子であり,名をM1出という。本研究では,1)脊
 椎動物Mlrf遺伝子の新たな機能,そして2)Mノ`f遺伝子を中心とした色素細胞発生メカニズムが,進化と
 いう悠久の時の流れの中でどのように変化していったのか,更には,3)脊椎動物において,M∫げ遺伝子の
 発現をコントロールする因子の新たな候補を明らかにする。
 IL研究一1:メラノサイトとRPEの異なる発生メカニズムーM∫rf遺伝子の細胞種特異的isofom]がもたらす機
能的差異一
 私は,マウスM1層畳伝子座に異常を持つ突然変異体マウスの一つ,Mi'f日伽(わ1ack-eyedw盈e)マウスの
 分子生物学的解析を行った。M/ff副'“マウスは,11euralcrest由来のメラノサイトと,眼杯由来のRPE
 (retinalpigmentedepithellum)細胞という,2つの発生系譜を持つ脊椎動物色素細胞のうち,メラノサイト
 の発生のみに異常を生じる。このマウスの解析を行うことにより,新たな,Mノげによる細胞系譜特異的な
 分化機構が明らかになると考えた(一部の結果は修士論文作成時に得られたが,説明を補完するため,
 改訂し,掲載した)。
Results&Discussion
 私は今回,Mlrヂロ'{しマウスの色素細胞の発生異常が,M1'f遺伝子座のintro113に約7.2kbpのLlelement
 (Ll、,、)の挿入により生じていることを明らかにした。
 定量RT-PCRを用いた実験により,M1'ヂ遺伝子の発現に異常が生じていること,さらにaltemative
 splicillgによって生じるMitfisoformそれぞれで,異常に差が存在することを示した。RPEで特に強い発現
 を示すMitf-A及び心臓で強く発現するMitf-HmRNAのうち,full-lellgthMitf-A,一Hの発現は減少し,exo11
 2-4が欠損した転写産物は逆に増加する。しかし,fuil-lengthMitf-A,一Hも減少しながらも十分な発現をし
 ていると思われる。一方,メラノサイトで強く発現するMitf-Mの発現は,野生型では正常型のmRNAの
 みが発現し,Mlrヂ舳“マウスでは完全にその発現は阻害される。
 今回の研究により,M1バ画一マウスにおいて,どのようにしてメラノサイトだけが失われてしまうのか,
 その分子メカニズムが明らかとなった。これにより,Mllf-Mがメラノサイ1・の発生に必須のisoformであ
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 、
副
F
 り,Mitf-HとMitf-AはRPEの発生に必須だがメラノサイ1・の発生には関与していないことが示唆された。
 このように,色素細胞の発生にはMノ'f遺伝子のisoformによる細胞種特異的な機能的役割が存在すること
 が明らかとなった。
 IIL研究一2:色素細胞発生メカニズムの進化M1`fの出現と機能分化一
 我々脊椎動物の色素細胞の発生メカニズムはどのような進化を辿り,現在のようなシステムになった
 のだろうか?この疑問を明らかにするために,我々は脊椎動物ではないが,近縁な原索動物の一種であ
 るマボヤを用いた解析を行った。今回,M∫`f遺伝子のマボヤホモログを単離し,その遺伝子の1η卿。に
 おける機能解析を行った。さらに,脊椎動物の眼の発生に必須であるPax6遺伝子のマボヤホモログを単
 離,同様の解析を行った。
Results&Discussion
 HrMlff遺伝子の発現は,後期神経胚期及び初期尾芽胚期では,強い発現はたった2つの割球(色素細
 胞前駆体)に限定される。これらの細胞では,脊椎動物色素細胞におけるメラニン産生に機能する
 `yro51∫1a5e,ルfp遺伝子のマボヤホモログであるHr7ンr,Hrτylp遺伝子が発現している(Satoeta1.,1997;
 Satoet鉱,1999)。また,HrPax6遺伝子も色素細胞前駆体での強い発現が観察された。さらに,脳胞予定
 領域の中でも特に前側領域での強い発現が観察された。
 HrMltfmRNAをマボや受精卵に強制発現させると,HrTyrタンパク質の発現が中胚葉性細胞に異所的に
 誘導された。この結果は,脊椎動物のMitfと同様,HrMitfがtyrosinaseの発現を誘導しうることを示唆し
 ている。内在的なHrPax6の機能を阻害するコンストラクトである,En-R-HrPax6融合タンパク質の強制発
 現実験により,色素細胞の発生する数の増減が観察され,脳胞領域の細胞が胚外へ飛び出す個体も観察
 された。脳胞領域で作用していると思われるHrP齪6遺伝子の機能は,脊椎動物P欲6遺伝子の機能と共通
 しており,脊椎動物におけるP継6遺伝子が関わる眼及び脳の発生メカニズムは,マボヤにおいても保存
 され,脊椎動物誕生以前から既に獲得されていたと推測される。
 今回単離したHrM1∫ヂ遺伝子がコードするタンパク質のN末端は,Mltf-Aや一Hに共通に存在するdomain
 と相同性が高い。また,マボや受精卵にMitf-M,一A,及び一HmRNAをそれぞれ強制発現させた場合,
 Mitf-Aだけが,HrTyrタンパク質の異所的発現を誘導した。この結果は,HrM∫ff遺伝子が,脊椎動物の
 RPEで強い発現を示すMitf-Aの祖先の遺伝子と共通の機能を保持していることを示唆している。私は今
 回の研究により,以下のような色素細胞の進化モデルを提唱する。1)色素細胞の進化の過程において,
 RPE細胞が進化的により甲・い時代に出現した。2)さらにそのRPE細胞の発生では,脊椎動物のMitf-Aに
 相同な,原始的M1`ヂ遺伝子が機能していた。3)そして原始的な脊椎動物が出現し,neura]crest細胞とい
 う新たな細胞集団を獲得した際に,Mitf-Mに相同なisoformが生まれ,その細胞系譜特異的な機能発現に
 よりメラノサイトという新たな色素細胞が誕生した。
灘
 lV.研究一3:RPE細胞発生における遺伝子カスケードーMi'6童伝子発現を制御する遺伝子一
 現在様々な研究室において,Mlfヂ遺伝子の機能が詳細に研究されている。また,M1所貴伝子の発現を制
 御する因子に関する研究も行われつつある。ショウジョウバエor`110de'1'∫cle(o'dフ遺伝子(Fhlkelsteinand
 Perrimon,199!)の脊椎動物ホモログの一つである0`x2遺伝■」f・は眼胞で発現(BoncineiliandMallamaci,!995)
 し,やがて眼杯が形成されると,予定RPE細胞にのみ発現するようになる。このことから,0'x2は,
 Mlfヂ遺伝子を介したRPE細胞分化のための遺伝子カスケードのヒ位に位置し,Mlfヂ遺伝子の転写を制御し
 うる遺伝子であると考え,Ofx2遺伝子のRPE細胞における機能解析をニワトリ胚を用いて行った。
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璽Results&Discussion
 今回,0`x2発現ベクター(pOtx2)を用いたRPE細胞への強制発現実験を行い,RPE細胞の肥厚が観察さ
 れたが,Mitfタンパク質の強い発現が観察されたことから,OfX2遺伝子の過剰発現によりRPE細胞の増
 殖が活性化された結果であることが示唆される。また,NR(網膜神経)細胞へのOfx2遺伝子の強制発現
 は,目立った形態的変化は観察されなかった。さらに,NR細胞のマーカー遺伝子であるCllx10遺伝子の
 発現にも変化は観察されなかった。
 ショウジョウバエEngrailedタンパク質のrepressor(En-R)domainを持つOtx2との融合タンパク質を発現
 するベクター(pEnR-Otx2)を導入することにより,0'x2遺伝子の機能を阻害し,それによレ)形態変化と遺
 伝子発現の変化を解析した。その結果,1)RPE細胞は本来一層であるが,導入した領域は肥厚していた。
 また,NR領域は湾曲した領域が観察された。2)pEnR-Otx2を導入したRPE細胞では,Mitfタンパク質の
 発現が強力に阻害されていた。しかし,NR細胞におけるChx10遺伝子の発現には変化は認められなかっ
 た。3)pEnR-Otx2を導入したRPE細胞では,Cllx!0遺伝子の異所的発現は観察されなかった。4)pEnR-
 Otx2を導入したRPE細胞は異常な増殖を見せ,メラニン産生も失われた。Orx2遺伝子の機能阻害は,
 RPE細胞の色素細胞以外の細胞へ分化転換を引き起こしていると考えられる。今回の0'x2遺伝子の眼形
 成における発現と機能に関する解析により,αx2遺伝子がRPE細胞の分化に重要な役割を担っているこ
 と,そしてそれはA盈f遺伝子の発現調節に寄与することによるものであることが強く示唆された。
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 論文審査の結果の要旨
 個体発生分子機構の解明とその系統解析は生物学的に重要な課題である。矢嶋伊知朗提出の論文は,色
 素細胞分化機構を一つのモデルシステムとして,我々が持つ二つの色素細胞系譜,すなわち,間脳由来
 の網膜色素上皮および神経冠に由来するメラニン産生細胞であるメラノサイトを分化させる分子機構の
 解明とその系統解析を目的としている。
 本人はまず最初に,bHLH-LZ型の転写因子をコードし,これら色素細胞系譜の両方に深く関わる小眼
 球症遺伝子(rη1=mlcrophthalmia,最近ではMi`丑microphthalmia-associatedtranscriρtionfactorと呼ばれる)に着
 目した。本人は,black-eyedwhite(黒眼白毛色)と呼ばれる当該遺伝子座の突然変異M1`ヂf渤“の作用機序の
 解析から,当該遺伝子座より発現するいくつかのアイソフォームのなかでMitf-Mと呼ばれるものがメラ
 ノサイトの発生に必須であること,一方網膜色素上皮の発生にはこれを必須とせず,他のアイソフォー
 ムの発現が必要であることを強く示唆した。この発見は,二二つの色素細胞系譜の違いを分子レベルで明ら
 かにした最初の報告であり国内外ですでに高く評価されている。
 本人はさらに原索動物マボヤからMiげホモログをクローニングし,系統的な機能解析を行い,脊椎動
 物の網膜色素一ヒ皮で高発現するMitFAアイソフォームが原始的な特徴を残していることを示唆した。
 また網膜色素上皮の発生に関わるMlrヂ遺伝子の上流で0α遺伝子が機能していることを示唆する結果も
 得た。
 これらの研究から本人は,我々が持つ色素細胞系譜は,まず網膜色素上皮を分化させる分子機構の原
 始型が生み出され,その後に神経冠細胞からメラノサイトを分化させる機構が創出される際に,Mitf-M
 をコードする遺伝子構造が作り出され,現在の系譜を保証するにいたっている,とのモデルを提唱した。
 以上の成果は新しい知見,またモデルであり,色素細胞発生機構の進化を考察する際の重要な基礎デ
 ー タを提供しており,当該分野への貢献が著しい。従ってこの論文は博士論文として適当であり,著者
 がこの分野において自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
 よって,矢嶋伊知朗提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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